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Exploring anti-fibrotic drugs: Focusing on an ex vivo model of fibrosis 
Fibrosis is a pathophysiological state characterized by the excessive formation and 
deposition of fibrous extracellular matrix (ECM) in the affected organ due to unresolved 
injury. Since excessive deposition of ECM disrupts normal organ architecture and 
functionality, end-stage fibrosis ultimately leads to organ failure. Currently, clinically effective 
anti-fibrotic drugs remain an unmet clinical need. In this thesis, I strived to explore the anti-
fibrotic drugs for the treatment of liver fibrosis and to develop novel disease models, using 
precision-cut tissue slices. 
 
Exploring anti-fibrotic drugs for the treatment of liver fibrosis 
In chapter A1, the therapeutic efficacy of galunisertib, a small molecule inhibitor of 
transforming growth factor beta (TGF-), was evaluated using human and rat precision-cut 
liver slices. It was clearly shown that galunisertib could mitigate fibrogenesis in both human 
and rat liver slices, mainly via inhibition of SMAD2 phosphorylation. Furthermore, our results 
revealed that the mechanism of action of galunisertib was based on interference with the 
production, maturation, formation and degradation of ECM. Therefore, galunisertib is a 
promising candidate drug for the treatment of liver fibrosis. 
   In chapter A2, I tested the anti-fibrotic potency of another TGF- inhibitor, namely 
LY2109761. Clear anti-fibrotic effects in LX-2 cells, a human hepatic stellate cell line, as 
well as human and rat precision-cut liver slices were observed. Moreover, this effect was 
associated with inhibition of SMAD1 phosphorylation and reduced expression of the 
inhibitor of DNA binding 1 (ID1), which are the components of bone morphogenetic 
protein (BMP) signaling. Interestingly, the impact of LY2109761 on SMAD1 and ID1 was 
opposite to that of galunisertib. Thus, it was obvious that different small molecule 
inhibitors against TGF- can elicit assorted, and sometimes opposing, off-target effects. 
Additionally, these findings suggest that SMAD1 signaling and ID1 are potential 
therapeutic targets warranting further investigation.  
   In chapter A3, the anti-fibrotic efficacy of several putative drugs that target either TGF- 
or platelet-derived growth factor (PDGF) in human precision-cut liver slices was compared. 
As described, compounds affecting TGF- signaling appear to be more effective than PDGF 
inhibitors. Furthermore, this study illustrated that SB203580, a specific inhibitor of p38-
mitogen-activated protein kinase (MAPK), exhibited anti-fibrotic effects. Thus, p38-MAPK 
may play an important role in liver fibrogenesis.  
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   Next to TGF-, reactive oxygen species (ROS) can negatively affect physiological functioning 
of liver cells and induce fibrosis, as delineated in chapter A4. In addition, mitochondrial 
dysfunction, endoplasmic reticulum stress, NADPH oxidases (NOX) and Toll-like receptors 
(TLR) are potential oxidative stress-related therapeutic targets. Nevertheless, all of the 
putative inhibitors targeting ROS-associated processes are still under development. 
Furthermore, it should be noted that ROS also play a key role in physiological processes. 
Thus, targeting oxidative stress for the treatment of liver fibrosis must be accomplished while 
maintaining physiological ROS functions. 
 
Development of novel disease models 
In chapter B1, it is detailed that non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) can be induced in 
rat precision-cut liver slices cultured in specific culture media that mimic the 
pathophysiological causes of NAFLD, as illustrated by the presence of microvesicular 
steatosis. Interestingly, steatosis was associated with a reduction in the gene expression of 
carnitine palmitoyltransferase 1 (Cpt1), which is an essential enzyme responsible for lipid 
transport across the mitochondrial membrane. These findings imply that disruption of 
mitochondrial -oxidation is the main process driving steatosis in this model. This novel 
pathophysiological ex vivo model can be an effective tool to investigate NAFLD-associated 
conditions particularly non-alcoholic steatohepatitis (NASH) and aid in drug discovery. 
Moreover, the tested culture media might possibly induce NAFLD in human liver slices, 
thereby improving the translational character of the model. 
   In chapter B2, tissue slices prepared from human kidneys, namely precision-cut kidney 
slices, were validated as a model of renal fibrosis. In the kidney slices, up-regulation of 
fibrosis-related genes and proteins were apparent during culture. Thus, human precision-cut 




This thesis has greatly improved the understanding of liver fibrosis and has demonstrated 
the applicability of precision-cut tissue slices for drug discovery. Overall, our results 
demonstrated that galunisertib is the most promising drug candidate for the treatment of 
liver fibrosis. However, additional (clinical) studies are needed to fully unveil the therapeutic 
potential of this compound. In addition, other pro-fibrogenic factors such as BMPs, PDGF, 
p38-MAPK and ROS-derived oxidative stress are interesting targets that require further 
investigation. Furthermore, this thesis has clearly shown that precision-cut tissue slices can 
also be used as a model of other pathologies including NAFLD and renal fibrosis. These 
newly established disease models vastly support future research efforts into fibroproliferative 
diseases as well as drug development. 
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OP ZOEK NAAR MEDICIJNEN TEGEN OVERMATIGE LITTEKENVORMING: EEN 
EX VIVO-ONDERZOEKSMODEL 
Fibrose is een pathofysiologische status die wordt gekenmerkt door de overmatige vorming 
van littekenweefsel in een orgaan als gevolg van chronische schade. Op termijn leidt fibrose 
tot orgaanfalen en soms de dood. Helaas zijn er nog geen klinisch effectieve anti-fibrotische 
medicijnen voorhanden. In dit proefschrift onderzoeken we daarom potentiële 
geneesmiddelen voor de behandeling van leverfibrose met behulp van precisie gesneden 
weefselplakken (precision-cut tissue slices). Daarnaast hebben we de slices gebruikt om 
nieuwe ziektemodellen te ontwikkelen.  
 
Potentiele anti-fibrotische geneesmiddelen voor de behandeling van 
leverfibrose 
In hoofdstuk A1 werd de therapeutische werkzaamheid van galunisertib, een remmer van de 
pro-fibrotische factor TGF-, geëvalueerd in humane en ratleverslices. Er kon worden 
aangetoond dat galunisertib in zowel menselijke als ratleverslices het ontstaan van fibrose 
vermindert, voornamelijk door het remmen van SMAD2 fosforylering. Bovendien bleek uit 
onze resultaten dat de werking van galunisertib voornamelijk beruste op het modificeren van 
de productie, vorming en afbraak van extracellulaire matrix eiwitten, het voornaamste 
onderdeel van littekenweefsel. Galunisertib lijkt daarom een veelbelovend geneesmiddel 
voor de behandeling van leverfibrose. 
   In hoofdstuk A2 hebben we de anti-fibrotische effectiviteit van een andere TGF- remmer, 
namelijk LY2109761, getest. We laten zien dat LY2109761 duidelijke anti-fibrotische 
effecten heeft in LX-2-cellen, een menselijke leverstellaatcellijn, evenals in humane en 
ratleverslices. Deze anti-fibrotische effecten waren gerelateerd aan de remming van SMAD1 
fosforylering en de verminderde expressie van inhibitor of DNA binding 1 (ID1), beide 
onderdeel van de bone morphogenetic proteins (BMP) signaalroute. Daarnaast bleek dat het 
effect van LY2109761 op SMAD1 en ID1 tegengesteld is aan het effect van galunisertib. Dit 
maakt eens te meer duidelijk dat verschillende remmers van de TGF- signaalroute diverse 
en soms tegengestelde off-target effecten kunnen hebben. Daarnaast suggereren deze 
bevindingen dat SMAD1-signalering en ID1 potentiële therapeutische doelen zijn die verder 
onderzoek behoeven. 
   In hoofdstuk A3 vergeleken we de anti-fibrotische effectiviteit van verschillende potentiële 
geneesmiddelen die invloed hebben op de TGF- of PDGF (ook een pro-fibrotische factor) 
signaalroute. Zoals beschreven, blijken middelen die de TGF-signalering beïnvloeden 
effectiever te zijn dan PDGF-remmers. Bovendien laat deze studie zien dat SB203580, een 
specifieke remmer van p38-MAPK, anti-fibrotische eigenschappen heeft. Dit betekent dat 
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   Naast TGF- kunnen zuurstofradicalen (ROS) het functioneren van levercellen negatief 
beïnvloeden en fibrose induceren, zoals beschreven in hoofdstuk A4. Bovendien zijn 
mitochondriale dysfunctie, endoplasmatisch reticulum-stress, NADPH oxidasen en toll-like 
receptoren potentiële therapeutische aangrijpingspunten gerelateerd aan oxidatieve stress. 
Desalniettemin bevinden alle remmers van ROS-geassocieerde processen zich nog in de 
experimentele fase. Verder moet opgemerkt worden dat ROS ook een sleutelrol spelen in 
normale fysiologische processen. Derhalve moeten eventuele medicijnen voor leverfibrose, 
gericht op oxidatieve stress, ervoor zorg dragen dat de fysiologische functies van ROS niet in 
het geding komen. 
 
Ontwikkeling van nieuwe ziekte modellen 
In hoofdstuk B1 is gedetailleerd beschreven hoe niet-alcoholische leververvetting (NAFLD) 
kan worden geïnduceerd in leverslices door gebruik te maken van een specifiek 
kweekmedium dat de pathofysiologische oorzaken van NAFLD nabootst. In leverslices is 
vervetting geassocieerd met een verminderde genexpressie van carnitine palmitoyl 
transferase 1 (Cpt1), een essentieel enzym dat nodig is om vetzuren in het mitochondrion te 
brengen. Deze bevindingen geven aan dat verstoorde vetzuuroxidatie ten grondslag ligt aan 
de ontwikkeling van vervetting in dit model. Dit nieuwe experimentele model is een effectief 
instrument om NAFLD-geassocieerde aandoeningen te bestuderen, in het bijzonder niet-
alcoholische steatohepatitis (NASH), en geneesmiddelenonderzoek te ondersteunen.  
   In hoofdstuk B2 werden de nierslices, bereid uit menselijke nieren, gevalideerd als model 
van nierfibrose. In de nierslices was er een duidelijke toename van fibrose-gerelateerde 
genen en eiwitten waar te nemen tijdens de kweek. De resultaten beschreven in dit 
hoofdstuk laten zien dat nierslices een geschikt hulpmiddel zijn voor het evalueren van 
potentiële geneesmiddelen voor de behandeling van nierfibrose. 
 
Conclusie 
Dit proefschrift heeft ons begrip van leverfibrose aanzienlijk verbeterd en heeft aangetoond 
dat leverslices gebruikt kunnen worden voor geneesmiddelenonderzoek. Over het geheel 
genomen hebben onze resultaten aangetoond dat galunisertib een veelbelovend kandidaat-
geneesmiddel is voor de behandeling van leverfibrose. Dit werk is een uitstekende fundering 












นอกเยือ่หุม้เซลลน์ี้ส่งผลใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งของเนื้อเยือ่ ขัดขวางการท างาน และอาจท า
ใหอ้วัยวะทีเ่กดิพังผดืลม้เหลวไดใ้นทีส่ดุ สาเหตุหลักของการเกดิพังผดืคอืความเสยีหายของเนื้อเยือ่และ
อวัยวะเป็นระยะเวลานานโดยทีไ่ม่ไดร้ับการรักษาอย่างเหมาะสม เชน่ พังผดืทีตั่บมักเกดิจากการตดิเชือ้
ไวรัสตับอักเสบ การตดิสุราเรือ้รัง โรคไขมันพอกตับทีม่ภีาวะการอักเสบร่วมดว้ย เป็นตน้ ถงึแมว้่าการเกดิ
พังผดืจะเป็นพยาธสิภาพทีจ่ าเป็นตอ้งไดร้ับการรักษา แต่ในปัจจุบันกลับยังไม่มยีาตา้นการเกดิพังผดืที่
ไดร้ับการยอมรับวา่มปีระสทิธผิลมากเพยีงพอส าหรับใชใ้นผูป่้วย วทิยานพินธฉ์บับนี้จงึมวัีตถุประสงคท์ีจ่ะ




บทที ่A1 เป็นการศกึษาประสทิธผิลของ galunisertib ซึง่เป็นยาทีอ่อกฤทธิต์า้นการท างานของ TGF- 
อันเป็นไซโตไคนส์ าคัญทีก่่อใหเ้กดิการสรา้งพังผดื การศกึษานี้ท าโดยเหนี่ยวน าเนื้อเยือ่ตับใหเ้กดิพังผดื
ภายนอกร่างกาย ผลการศกึษาพบว่า galunisertib สามารถลดการเกดิพังผดืไดท้ัง้ในเนื้อเยือ่ตับของ
มนุษยแ์ละหนู โดยมกีลไกการออกฤทธิห์ลักเกีย่วขอ้งกับการยับยัง้โปรตนี SMAD2 ซึง่ท าหนา้ทีค่วบคุม
กระบวนการสรา้งยนีและโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกับการท างานของ TGF- นอกจากนัน้ galunisertib ยังท าให ้
เกดิการเปลีย่นแปลงสมดลุของสารภายนอกเยือ่หุม้เซลล ์ซึง่สง่เสรมิฤทธิต์า้นการเกดิพังผดือกีดว้ย ดังนัน้ 
galunisertib จงึเป็นยาทีม่ศัีกยภาพในการพัฒนาเพือ่ใชรั้กษาพังผดืทีตั่บตอ่ไป 
   บทที ่A2 เป็นการศกึษาฤทธิต์า้นการเกดิพังผดืของ LY2109761 ซึง่เป็นยาทีอ่อกฤทธิต์า้นการท างาน
ของ TGF- เช่นกัน ผลการศกึษาพบว่ายานี้มฤีทธิ์ตา้นการเกดิพังผดืใน LX-2 ซึง่เป็นเซลลไ์ลน์ของ 
เสตลเลทเซลลท์ีม่หีนา้ทีส่รา้งพังผดืในตับ รวมทัง้ยายังมฤีทธิต์า้นการเกดิพังผดืในเนื้อเยือ่ตับของมนุษย์
และหนูอกีดว้ย นอกจากนี้ฤทธิต์า้นการเกดิพังผดืทัง้ในเซลลไ์ลน์และในเนื้อเยือ่ยังสัมพันธก์ับการยับยัง้
การท างานของโปรตนี SMAD1 และการยับยัง้การแสดงออกของยนี ID1 โดยทัง้โปรตนี SMAD1 และยนี 
ID1 นี้เป็นองคป์ระกอบของการส่งสัญญาณในเซลลท์ีเ่กดิจากไซโตไคน์ในกลุ่ม BMPs ซึง่มบีทบาท
เกี่ยวขอ้งกับการสรา้งกระดูกและเนื้อเยื่อ การศึกษานี้ยังพบอีกว่าฤทธิ์ต่อ SMAD1 และ ID1 ของ 
LY2109761 แตกต่างอย่างสิน้เชงิกับ galunisertib ดังนัน้จงึเห็นไดช้ัดว่าถงึแมย้าทัง้สองตัวจะมกีลไก
หลักในการยับยัง้การท างานของ TGF- เหมอืนกัน แตส่ามารถออกฤทธิต์อ่การท างานของไซโตไคน์อืน่ๆ 
ไดแ้ตกต่างกัน ยิง่ไปกว่านัน้ ผลการศกึษานี้ยังชีใ้หเ้ห็นว่าการยับยัง้การท างานของโปรตนี SMAD1 และ
ยนี ID1 อาจเป็นเป้าหมายทีค่วรศกึษาเพิม่เตมิส าหรับรักษาพังผดืทีตั่บอกีดว้ย 
   บทที ่A3 เป็นการเปรยีบเทยีบฤทธิต์า้นการเกดิพังผดืของยาหลายชนดิที่ออกฤทธิร์บกวนการท างาน
ของ TGF- และยาทีอ่อกฤทธิยั์บยัง้การท างานของ PDGF ซึง่เป็นโกรทแฟคเตอรท์ีส่รา้งจากเกล็ดเลอืด
และมบีทบาทส าคัญในการเกดิพังผดืเชน่กัน ผลการศกึษาในเนื้อเยือ่ตับของมนุษยพ์บว่ายาทีอ่อกฤทธิ์
รบกวนการท างานของ TGF- มแีนวโนม้จะมปีระสทิธผิลมากกว่ายาทีอ่อกฤทธ์ยับยัง้ PDGF การศกึษานี้
ยังพบอกีว่า SB203580 ซึง่เป็นยาทีอ่อกฤทธิยั์บยัง้โปรตนี p38-MAPK มฤีทธิต์า้นการเกดิพังผดื ดังนัน้ 
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   นอกจาก TGF- แลว้ บทที ่A4 ไดอ้ธิบายใหเ้ห็นว่าการสะสมของสารอนุมูลอสิระที่มอีอกซเิจนเป็น
องคป์ระกอบเป็นอกีหนึ่งกระบวนการส าคัญทีส่่งผลเสยีต่อการท างานทางของเซลลช์นิดต่างๆ ของตับ 
ดังนัน้จงึมกีารพัฒนายาทีอ่อกฤทธิยั์บยัง้การสรา้งสารอนุมูลอสิระเหล่านี้ขึน้ ไดแ้ก่ ยายับยัง้การท างานที่
ผดิปกตขิองไมโทคอนเดรยี ยายับยัง้ความผดิปกตขิองเอนโดพลาสมกิเรตคิลูัม ยายับยัง้เอนไซม ์NADPH 
ออกซเิดส และยายับยัง้ตัวรับชนดิ Toll-like อยา่งไรก็ตาม ยาทัง้หมดยังอยูใ่นขัน้ตอนการพัฒนาก่อนออก
สู่ตลาดเท่านัน้ อกีหนึ่งประเด็นทีต่อ้งใหค้วามส าคัญในการยับยัง้การสะสมของสารอนุมูลอสิระเหล่านี ้




การพัฒนาแบบจ าลองภาวะไขมันสะสมในตับซึง่ไม่ไดม้สีาเหตุมาจากแอลกอฮอลไ์ดแ้สดงไวใ้นบทที ่B1 
โดยพบว่าการสะสมไขมันในเนื้อเยือ่ตับของหนูสามารถเหนี่ยวน าไดด้ว้ยการเพาะเลี้ยงในสภาวะทีถู่ก
ดัดแปลงใหค้ลา้ยคลงึกับพยาธสิรรีวทิยาการเกดิโรคของผูป่้วย ผลการศกึษายังพบว่าการสะสมไขมันใน
เนือ้เยือ่ตับสัมพันธก์ับการลดการแสดงออกของยนีทีส่รา้ง Cpt1 ซึง่เป็นเอนไซมท์ีจ่ าเป็นส าหรับการขนส่ง
ไขมันผ่านเยือ่หุม้ไมโทคอนเดรยี ดังนัน้การยับยัง้การขนส่งไขมันเขา้สู่กระบวนการเมแทบอลซิมึใน 
ไมโทคอนเดรยีจงึน่าจะเป็นกระบวนการหลักทีท่ าใหเ้กดิการสะสมไขมันในเนื้อเยือ่ตับของแบบจ าลองนี้  
ส าหรับในอนาคต แบบจ าลองภาวะไขมันพอกตับซึง่ไม่ไดม้สีาเหตุมาจากแอลกอฮอลน์ี้จะเป็นเครือ่งมอืที่
มปีระสทิธภิาพในการศกึษาสภาวะอืน่ๆ ทีเ่กีย่วขอ้ง ไดแ้ก่ โรคไขมันพอกตับทีม่ภีาวะการอักเสบร่วมดว้ย 
รวมทัง้การใชแ้บบจ าลองนี้เพื่อศึกษาฤทธิ์ของยาตา้นภาวะการเกิดไขมันสะสมในตับ นอกจากนั้น  
วธิกีารเหนีย่วน าใหเ้กดิการสะสมไขมันในตับหนูนียั้งน่าจะสามารถน าไปปรับใชไ้ดก้ับเนือ่เยือ่ตับของมนุษย์
อกีดว้ย 








ประสทิธผิลของยาตา้นการเกดิผังผดืทีตั่บอกีดว้ย โดยพบว่า galunisertib เป็นยาทีม่ศัีกยภาพมากทีสุ่ด
ส าหรับการศึกษาเพื่อทดสอบประสิทธิผลส าหรับการรักษาพังผืดที่ตับในผูป่้วยต่อไป นอกจากนี ้ 
โปรตนีอืน่ๆ ทีส่่งเสรมิใหเ้กดิการสรา้งพังผดื ไดแ้ก่ BMPs, PDGF, p38-MAPK รวมทัง้ความผดิปกตจิาก
การสะสมของสารอนุมูลอสิระทีม่อีอกซเิจนเป็นองคป์ระกอบ น่าจะเป็นเป้าหมายที่เป็นประโยชน์ส าหรับ
รักษาการเกิดพังผืดเช่นกัน วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ยังแสดงใหเ้ห็นถงึความส าเร็จของการใชเ้ทคนิคการ
ทดสอบเนือ้เยือ่ภายนอกของร่างกายเพือ่ใชเ้ป็นแบบจ าลองโรค ไดแ้ก่ ภาวะไขมันสะสมในตับซึง่ไม่ไดม้ี
สาเหตุมาจากแอลกอฮอลแ์ละการเกดิพังผดืของไต แบบจ าลองโรคใหม่ทัง้สองนี้จะเป็นเครือ่งมอืทีช่ว่ย
สนับสนุนการวจัิยในโรคเหลา่นี ้รวมทัง้การพัฒนายาตา้นการเกดิพังผดืตอ่ไป 
